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研究成果の概要（和文）：Tsc-22 の ES 細胞増殖抑制機構を検討したところ、Tsc-22 は転写因子
c-Myc、Oct4 と結合し、細胞増殖因子 p21 の発現を増強することを明らかにした。また Tsc-22
は ERas に結合することで、PI3-Akt 経路を抑制することも重要であることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Tsc-22 inhibits ES cell proliferation with maintaining the 
pluripotency. By analyzing the transcriptional factors that interact with Tsc-22 among 
Yamanaka factors (Oct4, c-Myc, Klf4 and Sox2), we found that Tsc-22 interacts c-Myc and 
Oct4. Tsc-22 suppresses the c-Myc / Oct4-mediated inhibition of p21 promoters. 
Furthermore, Tsc-22 interacts with ERas and inhibits PI3 kinase-Akt pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 c-Myc は、癌においてその遺伝子の増幅や
機能亢進が認められ、細胞の癌化に重要な因
子であることが知られている。近年 c-Mycは、
ES 細胞の増殖や全能性の維持、組織幹細胞の
維持に重要な役割を果たすことが報告され
ている。c-Myc は転写因子 Max とヘテロダイ
マーを形成し、E-box を介した転写を活性化
する。これによって転写活性化される遺伝子
の一つとしてテロメラーゼの触媒サブユニ
ット(hTERT)が知られている。また c-Myc は
Miz-1 と結合することにより、Miz-1 による
cdk inhibitor (p21 や p15)の転写活性化を
抑制することで細胞の増殖を促進する。我々
は、Transforming growth factor-β (TGF-β)
によって誘導される遺伝子を検索する過程
で、Tsc-22 (TGF-β stimulated clone-22)に
着目した。Tsc-22 はロイシンジッパードメイ
ンを持つタンパク質で、核や細胞質に存在す
ることが報告されているが、その機能は殆ど
分かっていない。そこで Tsc-22 に結合する
タンパク質を検索したところ、c-Myc と結合
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することが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
Tsc-22 の細胞増殖抑制作用について明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
【細胞培養】ヒト胎児腎細胞株 293T、ヒト角
化細胞株 HaCaT は 10%FBS 、 penicillin 
streptomycin solution を添加した DMEM を用
いて 37℃, 5% CO2 の条件下で培養した。ES
細胞はLeukemia inhibitory factor, 10%FBS、
penicillin streptomycin solution を添加し
た GMEM を用いて 37℃, 5% CO2の条件下で培
養した。 
【遺伝子導入】HaCaT-Tsc-22 安定発現株は、
HaCaT 細胞に pCAGIP-FLAG-Tsc-22 を導入し、
導入細胞を1 µg/mlのpuromycinで選択した。
増殖したコロニーをクローニングし、抗 FLAG
抗体を用いて発現細胞を選択した。 
【細胞増殖曲線】Tsc-22 安定発現株、を 12 
well plate に 1x104 cells/well の密度で撒き、
その後血球計算盤を用いて 6日目まで 1日お
きに細胞数をカウントし、細胞増殖曲線を得
た。 
【Luciferase Assay】293T 細胞を 24 well 
plate に撒き、翌日 FuGENE6 を用いて遺伝子
導入を行い、24 時間培養した。各 well から
細胞培養液を除去し、lysis buffer を 200 ml
加え、20 分間振盪した。細胞溶解液を 1.5ml
チューブに移し、遠心後、上清を 96 well 
plate に 15 ml ずつ入れ、発光基質として 50 
ml の Luciferase Assay Reagent を用いて発
光させ、Micro Lumat Plus で発光量を測定し
た。遺伝子導入の効率を補正するために
CH110 を同時に遺伝子導入しておき、上清を
96 well plate に 30 ml ずつ分注し、そこに
等量の 2 x β-gal を混和させた。その後、37℃
で 30 分間反応させ、分光光度計を用いて吸
光度 (405 nm) を測定した。 
 
４．研究成果 
 ヒトケラチノサイト HaCaT 細胞に Tsc-22
を恒常的に発現する細胞株（クローン 11、17）
を樹立したところ、親株に比べてクローン 11、
17 では増殖速度が顕著に低下することを見
出した。さらに cdk inhibitor p21 の発現を
検討したところ、増殖速度の遅いクローン 11、
17ではp21の発現が上昇していることが明ら
かになった。さらにこの Tsc-22 発現株を用
いて、Tsc-22 と c-Myc との結合について免疫
沈降法により検討したところ、互いの結合が
認められた（図１）。また、Tsc-22 と c-Myc
は核で共局在することが明らかになった。 
 さらに Tsc-22 と c-Myc の結合部位につい
て、様々な欠失変異体を用いて検討したとこ
ろ、c-Myc のロイシンジッパードメイン、
Tsc-22のロイシンジッパードメインとN末端
の約 40 アミノ酸が必要であることが明らか
になった。次に Tsc-22 が c-Myc の転写活性
化・抑制に与える影響についてルシフェラー
ゼアッセイを用いて検討した。c-Mycは p15、
p21 プロモーターの転写を抑制するが、そこ
に Tsc-22 を加えると c-Myc による転写抑制
作用を解除する活性を持つことが明らかに
なった（図２Ａ）。このことは Tsc-22 の発現
株において p21の発現が上昇する結果と一致
する。また c-Myc は E-box を介した転写を活
性化する。そこで hTERT プロモーターを用い
て c-Myc による転写活性化における Tsc-22
の作用について検討したところ、Tsc-22 は
c-Myc による転写活性化作用を増強すること
が明らかになった（図２Ｂ）。またこれらの
作用はc-Mycの結合領域を欠損させたTsc-22
では起こらなかった。これらのことから
Tsc-22はc-Mycの機能を全て抑制する因子で
はなく、転写の活性化作用と抑制作用のうち
転写活性化作用は増強し、転写抑制作用は阻
害するという新しい機能を有するタンパク
質であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 近年 c-Myc は組織幹細胞の維持や ES 細胞
の増殖や多能性の維持、リプログラミングに
重要な役割を果たしている。そこで Tsc-22
の幹細胞の増殖・分化に与える影響について
検討するためにマウスES細胞へTsc-22を導
入して、ES 細胞の増殖、多能性の維持にお
ける Tsc-22 の役割について検討した。ES 細
胞への遺伝子導入は supertransfection 法を
用い、未分化状態における ES 細胞の増殖に
ついて検討したところ、Tsc-22 は ES 細胞の
未分化性を保ちながら増殖を低下させるこ
とができることが明らかになった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 山中らは ES 細胞の初期化を誘導する転写
因子として、Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc の４
つの転写因子を同定した。Tsc-22 は c-Myc と
結合することから、その他３つの因子との相
互作用についても検討した。すると Tsc-22
は c-Myc のみならず、Oct4 にも結合すること
が明らかになった。一方、Sox2, Klf4 には結
合しなかった。Cdk インヒビターp21 は山中
因子による初期化を抑制することが報告さ
れている。そこで p21 レポーターに対する
c-Myc, Oct4の作用について検討したところ、
c-MycだけでなくOct4も p21レポーターを抑
制する活性をもつことが明らかになった。さ
らにこれらの作用は Tsc-22 によって解除さ
れた。さらに我々は c-Myc と Oct4 が結合し、
Oct4による転写活性化をc-Mycが抑制するこ
とを見出した。さらにこの系に Tsc-22 を加
えると、c-Myc による抑制が解除された。以
上のことから ES細胞における Tsc-22 の増殖
抑制作用には c-Myc, Oct4 による p21 プロモ
ーターの抑制作用の解除が重要であると考
えられた。また Tsc-22 は c-Myc による Oct4
の抑制を阻害し、Oct4 による未分化性の維持
作用に関与していると考えられた。現在
Tsc-22 を ES 細胞でノックダウンする実験系
を確立し、Tsc-22 をノックダウンした際に細
胞増殖や分化にどのような影響がもたらさ
れるか検討中である。                   
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